嗅細胞軸索損傷後の異嗅症は軸索投射の歪みと樹状突起との結合性の減少によって引き起こされる by Murai, Aya
1 
学位論文（課程博士）










Distorted Coarse Axon Targeting and Reduced Dendrite Connectivity Underlie 














































Distorted Coarse Axon Targeting and Reduced Dendrite Connectivity Underlie 







ると無嗅症や嗅覚減退をきたしたのちに、異嗅症を引き起こす(Yousem et al. 1996; Doty et 
al, 1997; Doty, 2009)。異嗅症には有効な治療法がなく、予後は不良である(London et al, 
2008)が、患者の QOL に大きく関わり、異嗅症の治療法の確立のために分子学的、解剖学
的メカニズムの解明が望まれている。 
嗅細胞は 1つの細胞につき 1 つの嗅覚受容体が発現し(Buck and Axel, 1991)、同じ嗅覚受
容体を発現する嗅細胞の軸索同士が収斂し、嗅球上に糸球体地図を形成する。匂い情報は
嗅球上で時空間的なパターンとして認識され、数多くの匂いの識別が可能となる。糸球体











・OMP-GFP マウス （成熟嗅細胞のマーカーOMP (olfactory marker protein)に GFPを
ノックイン）(Potter et al. 2001) 
・MOR29A/Bマウス（2つの嗅覚受容体 MOR29A と MOR29Bにそれぞれ CFPと YFP
を蛍光標識）(Tsuboi et al. 2011) 
・Thy1-YFP (僧帽細胞に YFP を蛍光標識) 
・Thy1-GCaMP6f  (僧帽細胞に Ca イオンが取り込まれると GFP が発現) 
OMP-GFP のオスと ICDのメスを掛け合わせ、胎仔期に子宮内エレクトロポレーション法
を実施した。 
子宮内エレクトロポレーション法：僧帽細胞を標識するため胎生 12 日目に 2μl のプラス
ミド(pCAG-tdTomato)を側脳室に注入し、電気刺激を前後方向に与えた。 
軸索切断：軸索切断は先行論文(Costanzo, 2000)を参考に行った。生後 8 週から 12週のマ
ウスにケタミン(80 μg/g 体重) とキシラジン (7 μg/g)を腹腔内投与し、前処置としてデキサ






免疫染色：軸索切断後 7日、14日、42 日後に嗅球と嗅上皮を取り出した。16μm の凍結
切片を作製。使用した一次抗体は抗 Neuropilin1 (Nrp1)抗体、抗 Kirrel2抗体、抗 GFP




顕微鏡(TCS SP8, Leica Microsystems, Wetzler, Germany)で 3Dイメージ画像を作製し、
樹状突起を解析した。解析ソフトには Neurolusida (MBF bioscience, Williston, VT)を使
用した。 
Ca2+イメージング： Thy1-GCaMP6f のオスに軸索切断 42 日後、前頭骨を削開し、観察
用の窓を作製した。4種の匂いを鼻先で嗅がせ、 2 光子レーザー顕微鏡(FV1000MPE, 
Olympus, Japan)、920 nm で励起したレーザーを使用して嗅球の反応を観察した。反応



























Thy1-GCaMP6f マウスの軸索を切断 42 日後に嗅球の前方が反応する匂いであるブチリ
ックアシッド、嗅球の背外側が反応する匂いアセトフェノン、バニリン、グアイヤコール






















発生期に形成され(Ma et al. 2014; Tsai and Barnea, 2014)、発生期以降ではターンオーバ
ーで再生した嗅細胞は軸索の相互関係により正しい糸球体へと導かれる( Imai and 
Sakano, 2011)。軸索切断により広範に嗅細胞が消失すると新旧軸索の相互関係が失われ、
また軸索ガイダンス因子が発現していない正しい糸球体へと投射できなくなり、これが異
嗅症の発症機序ではないかと考えられた。 
[結論] 
異嗅症の機序を解明するため、嗅細胞の軸索を切断し嗅覚系の再生を観察した。軸索切
断後には嗅細胞は再生したが、再生軸索の嗅球における前後軸の投射異常と対となる僧帽
細胞の樹状突起の形態的変化が観察され、頭部外傷後の異嗅症との関連が示唆された。異
嗅症の治療戦略として機能回復を念頭においた新生する嗅細胞の回復だけでなく機能の回
復するための研究がのぞまれている。 
